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RESUMO

Alteracdo na diversidade, quantidade ou densidade de microorganismo pode levar a uma desregulacéo do
trato intestinal e consequentemente a disbiose. O objetivo foi identificar quais os métodos e marcadores
moleculares utilizados para diagnostico da disbiose. Trata-se de uma revisdo integrativa da literatura nas
bases de dados PubMed/MEDLINE, LILACS. Foram incluidos artigos dos ultimos 15 anos que
respondessem a questdo norteadora: “Quais os principais métodos moleculares relacionados a disbiose
intestinal associado ao diabetes mellitus tipo 2?”. Nove artigos foram incluidos, destacando a técnica de
PCR e o fator microbiano, 16S rRNA. Conclui-se que 0 microbioma intestinal e a genética do hospedeiro
podem influenciar os fendtipos metabolitos. As interacfes anormais entre 0 microbioma e o sistema
imunoldgico em pessoas geneticamente suscetiveis podem causar doengas imunomediadas complexas.
Em seres humanos, o uso de prebidticos e/ou probiodticos pode auxiliar no controle de doencas
metabdlicas associadas a obesidade. Amostras amplificadas por PCR da regido 16S rRNA emergem
como método alvo terapéutico eficaz e possivel marcador preditivo no diagnédstico da disbiose.
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ABSTRACT

Changes in the diversity, quantity, or density of microorganisms can lead to dysregulation of the intestinal
tract and consequently dyshiosis. We aimed to identify which methods and molecular markers are used to
diagnose dysbiosis. This literature integrative review uses the PubMed/MEDLINE and LILACS
databases. We included articles from the last 15 years that answered the guiding question: "What are the
main molecular methods related to intestinal dysbiosis associated with type 2 diabetes mellitus?" totaling
nine articles highlighting the PCR technique and the 16S rRNA microbial factor. We conclude that the
intestinal microbiome and host genetics can influence metabolite phenotypes. Abnormal interactions
between the microbiome and the immune system in genetically susceptible people can cause complex
immune-mediated diseases. In humans, prebiotics and/or probiotics can help control metabolic diseases
associated with obesity. Samples of the 16S rRNA region amplified by PCR emerge as an effective
therapeutic target method and a possible predictive marker in the dysbiosis diagnosis.

Keywords: Nutrition; Microbiology; Metabolism; Enteropathies; Microbiota.

INTRODUCAO

O intestino humano em sua microbiota abriga bactérias, formadas por duas
classes predominantes as, Firmicutes e Bacteroidetes, com 90% da populacdo habitante
no intestino, encontram-se nesse ambiente com menor prevaléncia os filos
Proteobacteria, Actinobacteria e Verrucomicrobia. Dentre as duzentas espécies do filo
Firmicutes destacam-se os Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus e
Ruminococcus, em relacdo ao filo Bacteroidetes constituem Bacteroides e Prevotella
(Turroni et al., 2020; Liu et al., 2019). A microbiota intestinal inclui bactérias benéficas
e nocivas, localizadas no colon onde sdo formadas suas colonias. O equilibrio da
microbiota intestinal € vital para a homeostase do hospedeiro, quando ocorre a
desregulacdo desse ambiente com o aumento de bactérias patogénicas instala-se um
quadro de disbiose (Cuppari, 2002).

A disbiose intestinal tem causas multifatoriais, dentre as causas esta 0 uso
abusivo de medicamentos, como antibidticos, laxantes, ingestdo de alimentos
ultraprocessados, exposicdo a xenobidticos, pH e fluxo intestinal e o estado
imunoldgico do individuo. Os sintomas mais comuns da disbiose sdo: constipacdo
intestinal, flatuléncia e distensdo abdominal. O diagndstico precoce é imprescindivel,
através da avaliacdo médica, nutricional, s6 com o diagnostico é possivel avaliar a
melhor conduta (Barroso et al., 2023).

Por ser definida como um desequilibrio da flora bacteriana intestinal, a disbiose,
reduz a capacidade de absor¢do dos nutrientes e causa caréncia de vitaminas. Este

desequilibrio é causado pelo conjunto de microrganismos que habita o trato Gl capazes
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de causar doencgas. Os microbios que residem no trato Gl tém uma relacdo de
mutualismo com o hospedeiro, sendo assim, é um disturbio que desempenha um papel
crucial na permeabilidade da mucosa Gl que por sua vez regula a fermentacdo e
absorcdo de polissacarideos da dieta, o que pode explicar sua importancia dos efeitos
antioxidativos, antiinflamatorios e imunomoduladores envolvidos no mecanismo
regulatério, resultando no desenvolvimento de doencas relacionadas DM2, e a
exposicdo as bactérias da mucosa intestinal esta entre os fatores reguladores deste
mecanismo. Pesquisas envolvendo bactérias probioticas sugerem a capacidade de alguns
grupos bacterianos de modificar o futuro imune de individuos (Tonucci et al., 2017; Li
et al., 2017; Crommen; Simon, 2018).

Estudos de Tilg e Moschen (2014); Jones et al. (2014); Sato et al. (2014)
destacam que alteracdes da disbiose intestinal com a doenca endocrina tém influéncia
no desenvolvimento para diabetes tipo Il (DM 1lI). O advento da biologia molecular
reduziu as limitagdes encontradas na utilizagcdo de métodos de cultivo, além de revelar
novas perspectivas sobre a diversidade de microrganismos existentes na flora intestinal
humana (Li et al., 2012). Alterac6es da microbiota intestinal sdo reconhecidas como um
fator de risco para (DM2), um transtorno cronico complexo 9 associado a fatores de
risco genéticos e ambientais, como idade, dieta e estilo de vida (Mardinoglu et al., 2016;
Magnusdattir et al., 2017).

Muitos estudos trazem conexdes entre a disbiose e diversas doengas do corpo
humano, como a diabetes mellitus, insuficiéncia renal e doencas do sistema nervoso
central. A flora intestinal possui a funcdo de regulacdo metabolica e imunoldgica
(Franca et al.,, 2021). Sendo, portanto, uma relacdo bidirecional, os aspectos
psicoemocionais afetando a microbiota e vice-versa, o sistema nervoso central impacta
0 sistema gastrointestinal (GI) e toda sua estrutura.

Disturbios neuroldgicos como a ansiedade, vém sendo explicado através de
sinais de estresse psiquicos, afetando a microbiota intestinal que desempenha um
valioso papel no trato Gl, no sistema imune e no conglomerado eixo intestino-cérebro,
uma disfuncdo nesse eixo tem sido associada a disturbios neuroldgicos (Arzani et al.,
2020; Zorzo, 2017). Estudos de Pantoja et al. (2019) afirmam que muitas doencas Gl
tém sido associadas a alteracGes no microbioma intestinal, estando relacionadas a
disturbios metabolicos, doencas hepaticas, neuroldgicas e do humor, artrite, condi¢fes

imunoldgicas, obesidade, cardiopatias e o cancer do colorretal.
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O cuidado com a alimentacdo, tornando ela mais saudavel, tendo como base o
consumo de frutas, verduras e graos integrais, alimentos considerados como funcionais
e fontes de compostos bioativos. A alimentacdo clinica funcional previne e trata
doencas, uma vez que cada paciente tem sua individualidade bioquimica. Assim,
entender o que desregula o equilibrio da comunidade microbiana, ou seja, 0 que provoca
a disbiose € um passo importante na correlagdo patoldgica de determinadas doencas
(Safraid et al., 2022).

O diabetes mellitus tipo Il (DM2) é uma doenga metabdlica que atinge
propor¢des epidémicas em todo o planeta. O ndmero estimado € maior do que as
projecdes, segundo as quais seriam 628,6 milhdes de pessoas afetadas em todo 0 mundo
no ano de 2045, isso na populacdo de 20 a 79 anos e 79% dos casos estdo em paises em
desenvolvimento (IDF, 2017).

A patogénese da DM2 envolve a interacdo de fatores genéticos e ambientais,
como infecgOes virais, deficiéncias vitaminicas e disbiose intestinal. Alteracbes da
microbiota intestinal séo reconhecidas como um fator de risco para DM2, que aumenta
0 processo metabolico, incluindo o metabolismo da glicose e dos acidos graxos (Wang
et al., 2017; Sohail et al., 2017). Assim, pacientes com diabetes tipo 1l apresentam uma
disbiose microbiana, com bactérias produtoras de butirato reduzidas e patdgenos
potenciais elevados em comparacdo com individuos metabolicamente saudaveis
(Crommen; Simon, 2018). O numero de genes de todas as bactérias localizadas no trato
intestinal excede o genoma humano em pelo menos 500 vezes (Lepage et al., 2013).

O trato Gl hospeda aproximadamente 100 trilhdes de bactérias que residem na
superficie das mucosas e interagem constantemente com as células do sistema
imunoldgico, causando a desregulacdo imunologica, translocacdo bacteriana,
inflamacdo sistémica e diabetes (Sohail et al., 2017; Higuchi et al., 2018). Existe a
hipétese de que o padrdo dos sitios de adesdo bacteriana dentro do trato Gl seria
influenciado pela genética podendo induzir ativacdo de células T autorreativas e
autoanticorpos desenvolvendo doencas clinicas como o DM2 cuja alteracdo resulta em

disbiose (Crommen; Simon, 2018).

Avaliacado molecular da disbiose associada ao DM 11
Alguns relatérios de estudos estdo relacionando alguns compostos derivados de
microrganismos com alteragcdes da homeostase da glicose, dentre eles, o0s

lipopolissacarideos (LPS), devido a alimentagdo rica em gordura, que aumenta a
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microbiota plasmatica contendo o LPS em uma concentracdo suficiente para aumentar o
peso corporal, a glicemia de jejum e a inflamacgéo. Essas alteracfes podem se translocar
de um intestino permeavel para corrente sanguinea e causar endotoxemia metabdlica
associada ao DM Il (Delzenne; Cani, 2011; Mazloom et al., 2013).

O importante conceito do papel da disbiose intestinal na resisténcia a insulina foi
descrito pela primeira vez por pesquisadores quando hipotetizaram que o lipossacarideo
(LPS) bacteriano derivado de bactérias gram-negativas residentes na microbiota
intestinal atua como um fator desencadeante para o desenvolvimento de diabetes e
obesidade; os LPS sdo um componente da parede celular de bactérias gram-negativas
capazes de desencadear um estado inflamatério, presente em distdrbios metabolicos - a
hipotese da inflamagdo metabolica, que é uma molécula pro-inflamatéria bem
conhecida, podendo se translocar para a corrente sanguinea de um intestino permeavel o
que influencia a distribuicdo sistémica de endotoxinas e pode favorecer a endotoxemia
metabolica adicional por reducdo da expressdo de genes que codificam para proteinas
das juncdes apertadas, que estd associada a obesidade e ao DM Il (Cani; Delzenne,
2009).

Apols sua entrada na corrente sanguinea, o LPS se liga em receptores de
superficie de membrana, chamados toll-like receptors (TLR), mais especificamente o
receptor TLR4, o qual é responsavel principalmente por participar da resposta
inflamatoria (Shi et al., 2006). Esta familia de receptores pertence a um grupo
designados padrdes moleculares associados a patégeno (PAMP’s), em que podemos
encontrar também o conjunto designado dominio de oligomerizacdo de ligacdo de
nucleotideos (NOD) os quais sdo intracelulares (Andrews et al., 2012; Gomes et al.,
2014). Dez alteracdes composicionais em microbios representativos do intestino foram
identificadas em pacientes com DM2 submetidos ao tratamento com metformina, o
antidiabético mais prescrito. Esses pacientes apresentam maior abundancia de
Escherichia sp., Akkermansia muciniphila e Subdoligranulum variabile e menor de
Intestinibacter bartlettii (Forslund et al., 2015; Mardinoglu et al., 2016; Wu et al.,
2017), bem como niveis aumentados de butirato e propionato de &cidos graxos de cadeia
curta (Tilg; Moschen, 2014).

Abordagem terapéutica da microbiota intestinal no DM2
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Estudo realizado por Camilo (2017) destaca a importante associagdo entre a
disbiose intestinal e o DM Il e aponta implicagOes importantes para o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas. A disbiose induzida pelo tratamento com metformina
de pacientes com DM2 promove desequilibrios nutricionais. Pesquisadores mostraram
que a metformina, como tratamento de primeira linha para DM2, mas sem restrigéo
calorica, teve um forte impacto na composicdo microbiana em individuos com DM2
recém diagnosticada.

Alteragfes na composi¢do da microbiota, induzidas pela metformina, foram
acompanhadas por uma melhora das concentracdes de HbAlc (hemoglobina glicada
A1C) e glicemia de jejum e até mesmo transferiveis para camundongos apds a
colonizagdo com microbiota de doadores tratados com metformina. Portanto, os autores
afirmaram que o efeito antidiabético da metformina é devido a uma composicao alterada
da microbiota (Wu et al., 2017; Rosario et al., 2018).

Assim, uma mobilidade intestinal alterada, a propria dieta, terapia
medicamentosa ou supercrescimento bacteriano do intestino delgado, sdo causas das
alteracdes na composic¢do da microbiota na DM2, sendo este um efeito secundario. Os
estudos para o conhecimento das bactérias benéficas ou patogénicas identificadas
podem ser utilizados como uma forma de para moldar os microrganismos intestinais de
uma forma positiva. Muitas pesquisas sao necessarias para testar se o direcionamento do
microbioma intestinal pode servir como base para o estabelecimento de novas
estratégias preventivas ou terapéuticas de intervencdo na diabetes tipo 2 (Wu et al.,
2017; Rosario et al., 2018).

Abordagens de modulagdo de microbiota baseadas em probioticos, prebidticos e
poOs-bidticos sdo consideradas como potenciais terapias em pacientes com diabetes tipo
2. Assim, a identificacdo de bactérias intestinais desempenhando um papel benéfico ou
promovendo efeitos adversos no metabolismo de glicose e &cidos graxos, permitird a
identificacdo de potenciais alvos microbianos para melhorar o metabolismo do

hospedeiro (Manassi et al., 2021).

Meétodos moleculares para o tratamento da microbiota intestinal
Nos ultimos anos, evidéncias acumuladas indicam que alteracdes na composi¢ao
da comunidade microbiana intestinal, conhecidas como disbiose, podem estar

intimamente relacionadas ao desenvolvimento de doengas cronicas. Com o0 avanco das
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tecnologias de sequenciamento pesquisadores utilizaram de rRNA 16S para investigar a
diversidade da microbiota intestinal em pacientes com aterosclerose (Koren et al.,
2011). Como resultado, eles identificaram cinco taxons bacterianos (Firmicutes,
Proteobacteria, Lachnospiraceae, Erysipelotrichaceae e Pseudomonas luteola) no
intestino que estdo correlacionados com a aterosclerose, que podem ser marcadores
potenciais de doencas. Posteriormente, centenas de doengas associadas a dishiose da
microbiota intestinal foram validadas experimentalmente, como diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (Sabino et al., 2016).

Técnicas de sequenciamento de DNA automatizado de alto rendimento
forneceram uma compreensdo mais profunda da microbiota incrivelmente complexa e
amplamente ndo cultivavel que povoa o trato Gl dos mamiferos em concentracfes que
superam as células dos mamiferos em 10 vezes (Ley et al., 2006, 2008). Essas técnicas
moleculares identificam espécies bacterianas componentes por sequenciamento de
produtos amplificados por PCR de primers que tém como alvo regiGes altamente
conservadas do gene da subunidade 16S rDNA. A variagcdo nessas sequéncias é entao
usada para representar filogeneticamente géneros e espécies (Petersen et al., 2008).

A suscetibilidade genética € um elemento-chave na resposta de um hospedeiro
individual a microbiota residente, conforme ilustrado por resultados diferenciais quando
microbiota complexa idéntica, cepas bacterianas Unicas ou consdrcios bacterianos
definidos séo transferidos para receptores normais versus livres de germes
geneticamente modificados (GF) (Eun et al., 2014). Resultados semelhantes foram
observados quando espécimes fecais disbidticos ou de alta diversidade sdo usados para
colonizar modelos de colite ou de tipo selvagem de GF, indicando o papel principal da
eubiose ou disbiose na conducdo da homeostase ou inflamacéo.

Muitos dos genes que sdo manipulados para conferir risco a inflamacéo
funcionam como reguladores imunoldgicos, mostrando a importancia da regulacédo
imunoldgica na determinacdo da resposta de um hospedeiro individual a microbiota
residente (Britton et al., 2019). Assim a interacdo do microbioma intestinal sdo
respostas complexas com as células epiteliais intestinais, 0 metabolismo e a imunidade
do hospedeiro com importantes influéncias tanto das vias imunoldgicas geneticamente
programadas do hospedeiro quanto da composicdo e funcdo microbiana. Os
microrganismos comensais, simbidticos e patogénicos fornecem uma grande variedade

de nutrientes e metabdlitos para o metabolismo do hospedeiro, para a homeostase
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energeética de Orgdos e tecidos e para a ativacdo e funcdo das células imunes inatas e
adaptativas (Paixao; Castro, 2016).

Em condicdes fisioldgicas normais, nossa flora intestinal consiste numa grande
variedade de bactérias, virus, fungos e outros microrganismos unicelulares que habitam
no Nosso organismo, portanto € um ecossistema homeostatico com varias funcdes vitais
e inter-relacdes importantes para a salde do hospedeiro. Quando esse bioma entrar em
desequilibrio, ocorre a dishiose e aumento do risco de doenca. S&o véarias doencas Gls
que podem ser identificadas como: doenca inflamatéria intestinal (DII), sindrome do
intestino irritavel (SI1), DAA, entre outras. A disbiose também esta relacionada a outras
doencas também fora do sistema GIl, podendo estar relacionada com a obesidade,
diabetes, doencas atopicas, entre outras patologias (Forbes et al., 2016).

As bacterias comensais do intestino participam ativamente no metabolismo de
varios compostos e, portanto, podem afetar a biodisponibilidade, concentracdes e
toxicidade dos farmacos (Marchesi et al., 2016; Zmora et al., 2016).

Assim, a manipulacdo da microbiota intestinal adaptada ao doente podera
aumentar o desenvolvimento de tratamentos precisos que tém como alvo 0 microbioma.
S80 necessarias maiores intervencbes, foram no ambito do uso do Transplante da
microbiota fecal (TMF) na colite refrataria por C. difficile, ainda estdo em
desenvolvimento estudos para doengas, como o DII. Segundo Forbes; Van Domselaar;
Bernstein (2016) o uso personalizado de prebidticos, probioticos e dietas, porém ainda
existem desafios como a uniformidade e robustez dos ensaios e incorporando o
diagnostico e a terapéutica baseada na microbiota na pratica médica comum.

S&o muitas as estratégias terapéuticas baseadas em micrdbios para a alteracao da
microbioma geral ou seu ambiente, introduzir micrébios terapéuticos ou alterar a
producdo de efetores de microbios. Os primeiros ensaios realizaram a aplicacdo de
micrébios terapéuticos e o desenvolvimento de drogas que inclua microorganismos
vivos. Esses estudos para o desenvolvimento de pequenas moléculas comecaram com
pesquisa basica e pequenas descobertas de moléculas bioativas, seguido por estudos pré-
clinicos e, finalmente, testes de seguranca e eficacia em pacientes. Essas terapias
baseadas em microbios € um desafio para os conceitos de mecanismos, formulacdo e
monitoramento de drogas, exigindo muitas novas abordagens para o desenvolvimento e

a regulacdo. Portanto, nosso objetivo é conhecer os metodos moleculares na
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caracterizacdo da disbhiose intestinal associado ao diabetes mellitus tipo 2 e quais as

atuais terapias.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo qualitativo sob a forma de revisdo integrativa de
literatura, cujo método reune, avalia e sintetiza os resultados de pesquisas sobre a
tematica especifica. Para construcdo desta revisao foram percorridas as seguintes etapas:
estabelecimento do tema; definicdo dos parametros de elegibilidade; definicdo dos
critérios de inclusdo e exclusdo; verificacdo das publicacdes nas bases de dados; exame
das informacfes encontradas; analise dos estudos encontrados e exposicdo dos
resultados (Souza; Silva; Carvalho, 2010). A questdo norteadora para o
desenvolvimento da pesquisa foi: “Quais 0s principais metodos moleculares
relacionados a disbiose intestinal associado ao diabetes mellitus tipo 2 e quais as
terapias atuais?”.

O levantamento bibliografico foi realizado por meio de consulta nas bases de
dados ‘Search MEDLINE/PubMed via PICO withSpelling Checker’, The Cochrane
Library, Web of Science, Scopus e Scielo, utilizando o0s seguintes descritores:
‘dysbiosis’ e o operador booleano AND ‘type 2 diabetes’ AND °‘intestine/microbiology’
OR ‘Gut microbiota and probiotics intervention’. Foram incluindo no estudo que
preencheram os seguintes critérios, estudos sobre a dishiose intestinal relacionada ao
diabetes mellitus com sintomas de infeccdo bacteriana dos ultimos 15 anos e foram
excluidos estudos incompletos, sem dados especificos nem relevantes; artigos de
revisao, os editoriais e os estudos duplicados.

A Classificacdo dos artigos incluidos na pesquisa foi feita conforme a
metodologia proposta por Souza; Silva; Carvalho (2010), onde explica que os estudos se
apresentam em seis niveis distintos:

e Nivel I: evidéncias resultantes da meta-analise de mdltiplos estudos clinicos
controlados e randomizados;

e Nivel Il: evidéncias obtidas em estudos individuais com delineamento experimental,

e Nivel IlI: evidéncias de estudos quase-experimentais;

e Nivel I1V: evidéncias de estudos descritivos (ndo-experimentais) ou com abordagem
qualitativa;

e Nivel V: evidéncias provenientes de relatos de caso ou de experiéncia;
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e Nivel VI: evidéncias baseadas em opiniBes de especialistas.
e A combinagdo geral dos dados provenientes dos estudos incorporados foi conduzida

por meio de uma sintese descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados 43 artigos, ap6s a aplicacdo dos critérios de incluséo e
exclusdo e leitura de titulo e resumo, sendo excluidos 30 artigos, restando 13 artigos
elegiveis, apdés uma nova avaliagdo excluiu-se quatro (4), 0s nove artigos restantes
foram lidos na integra e selecionados para esta revisdo. Para descricdo das buscas e

selecéo dos artigos, foi construido um fluxograma (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma de identificacéo e selecdo dos artigos selecionados nas bases

de dados sobre disbiose intestinal

Estudos identificados por meio da busca eletrbnica na base de dados:
PubMed for Handhelds US National Library of Medicine
The Cachrane Library, Web of Science, Scopus e Sdielo,

¥

1° selecdo: 43 artigos -Qutras deficiéncias (n=10)
- Teses (n=3)

Estudas selecionados (n=30) _Duplicados (n=10)

'

2* selegio: Artigos completos
avaliados para elegibilidade (n=13) |

3 selecdo: Estudos inclusos na
sintese qualitativa (n=9)

Identificacio |

Eleqibilidade

—

- Fora do tema (n=7)

Estudos excluldos pelo resumo (n=4)

Inclusos

Fonte: Autores.

Todos os artigos foram publicados na lingua inglesa. Trés artigos (Tonucci et al.,
2017, Pedersen et al., 2016 e Candela et al., 2016) apresentaram nivel de evidéncia I,
trés artigos (Wang et al., 2017; Chen et al., 2017 e Sato et al., 2014) apresentaram nivel
de evidéncia Il e trés artigos (Qin et al., 2012; Wu et al., 2010; Larsen et al., 2010)
apresentaram nivel de evidencia Ill.

263



Quadro 1 — Caracterizacdo dos artigos segundo autor/ano de publicacéo, tipo de estudo, objetivo,

marcados de disbiose associado ao DM2 e resultado/conclusédo

Autor (es) /
Ano e
Nivel de
evidéncia

Objetivo

Marcador de disbiose
associado ao DM2

Resultado / Conclustes

1. Wang et
al. (2017)

(1

Investigagdo e comparacéo
da composicao e a riqueza
da microbiota intestinal de
individuos saudaveis e
normais tolerantes a glicose
(NGT) e pacientes com
DM2 de dois grupos
étnicos minoritarios em
Xinjiang, noroeste da
China, o Uigures e
cazaques.

Estudo experimental
observacional. Foram
testados o sequenciamento
da regido V6 do gene 16S
rRNA e gPCR. A regido
V6 conservada do gene 16S
rRNA foi amplificada por
PCR a partir do DNA
isolado. O DNA
amplificado foi
sequenciado e analisado.

Os dados diferenciados da
microbiota podem ser
utilizados para potenciais
biomarcadores para o
diagnostico e prevengdo do
DM2.

2. Tonucci
etal. (2017)

0

Investigar os efeitos dos
probidticos no controle
glicémico, perfil lipidico,
inflamacdo, estresse
oxidativo e acidos graxos
de cadeia curta em T2D.

Estudo duplo-cego,
randomizado e controlado
por placebo. Foram
testados marcadores
antiinflamatérios, como IL-
10 e adiponectina.

A suplementag¢do com
probidticos é eficaz na
melhora do controle
glicémico, regulando os
niveis de producdo de
acidos graxos de cadeia
curta e diminuindo o
estresse oxidativo em
individuos com DM2.

3. Chen et
al. (2017)

(1

Realizar um estudo
comparativo avaliando os
polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs)
de metagenomas intestinais
em pacientes com DM2 em
relacdo aos pacientes e
controles saudaveis.

O método utilizado foi a
filogenética metagenémica
(MetaPhlAn), que auxilia
na caracterizacdo dos perfis
taxondmicos de amostras
shotgun de metagenoma
completo.

A analise metagendmica
revelou que a microbiota
intestinal de pacientes com
DM2 e individuos
saudaveis tinha diferentes
distribuicGes de SNP

4., Pedersen
etal. (2016)

0

Investigar os efeitos da
suplementacéo de
prebidticos em bactérias
intestinais, IP, endotoxemia
e tolerancia a glicose
simultaneamente em
pacientes com DM2.

A anélise da comunidade
microbiana intestinal foi
realizada por
sequenciamento de Gltima
geracdo de alto rendimento
de amplicons de rRNA 16S
e PCR quantitativo.

A suplementacdo com um
prebidtico ndo teve efeito
benéfico significativo sobre
os resultados de tolerancia
a glicose em individuos
com DM2 bem controlada.

5. Candela
etal. (2016)

0

Apresentar duas
abordagens dietéticas
restritas de energia:
macrobidtica Ma-Pi2 e a
recomendada por
sociedades profissionais
italianas para corrigir as
disbioses intestinais da
microbiota em pacientes
com DM2.

Estudo ensaio clinico
aberto controlado. A
composi¢do da microbiota
intestinal foi testada por
meio do sequenciamento e
processamento de DNA
ribossémico 16S Rrna e
metagend’mica imputada.

A comunidade microbiana
disbidtica relacionada a
DM2 observada pode
exercer um papel
multifatorial no inicio da
doenga, contribuindo para a
desregulacdo metabdlica e
imunoldgica.

6. Sato et al.
(2014)

(1

Investigar a relacdo entre
varios parametros clinicos,
ingestdo alimentar e
microbiota intestinal para
determinar a significancia
clinica da microbiota
intestinal em pacientes
japoneses com DMZ2.

Utilizou-se um método de
PCR quantitativo-
transcricdo reversa sensivel
(RT-gPCR), determinada
para a composicao da
microbiota intestinal fecal
em pacientes com diabetes
tipo 2 e controle.

Os resultados
demonstraram disbiose
intestinal e possivel
translocacéo bacteriana do
sangue em pacientes com
DM2.
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7.Qinetal. Realizar um estudo de Foi realizado um protocolo Marcadores
(2012) associagdo de metagenoma de associagédo do metagendmicos do
com base no metagenoma (MGWAS) intestino séo capazes de
UD)] sequenciamento de shotgun | em estagios com base no diferenciar entre casos de
de DNA microbiano sequenciamento shotgun no DM2 e controles.
extraidos de amostras de | DNA microbiano intestinal.
pacientes com DM2.
8. Wu et al. Caracterizar a microbiota Foram avaliados DNAs A microbiota intestinal de
(2010) fecal em pacientes com bacterianos de pacientes pacientes com diabetes
diabetes e individuos com DM2 caracterizadas apresenta algumas
(nn saudaveis. por eletroforese em gel de alteraces associadas a
gradiente nesturante por ocorréncia e ao
PCR (Eletroforese em gel desenvolvimento do
com gradiente desnaturante diabetes.
(DGGE) direcionados a
regido V3 do gene 16S
rRNA.
9. Larsenet | Awvaliar as diferencas entre A composicao bacteriana Os resultados indicam que
al. (2010) a composicédo da fecal foi investigada por 0 diabetes tipo 2 em
microbiota intestinal em PCR quantitativo em tempo | humanos esta associado a
(nn humanos com DM2 e ndo real (gPCR) e por alteracBes composicionais
diabéticas como controle. pirosequenciamento de na microbiota intestinal
amplicon codificado por
tag da regido V4 do gene
16S rRNA.

Fonte: Proprios autores.

Uma microbiota alterada na doenca associada ao diabetes pode permitir o inicio
de processos inflamatdrios. Tal microbiota alterada pode agir localmente e, através de
uma barreira mucosa prejudicada, agir sistemicamente. Em apoio a esse conceito, foi
demonstrado que pacientes com sindrome metabdlica associada ao diabetes mellitus
tipo 2 exibem uma notavel endotoxemia (Lassenius et al., 2011; Ppussinen et al., 2011).

Entender as condicbes patoldgicas e os mecanismos moleculares por tras da
aquisicdo da patogenicidade por microbios comensais do intestino representa um
desafio para as direcGes de pesquisa com foco na disbiose da microbiota intestinal. A
ruptura da barreira intestinal representa uma circunstancia chave que caracteriza o
aparecimento de varias condic¢des inflamatdrias, incluindo DM2. O nivel de tolerancia a
glicose deve ser considerado ao vincular a microbiota a doencas metabdlicas, como a
obesidade, e ao desenvolver estratégias para controlar doengas metabolicas por meio da
modificacdo da microbiota intestinal.

Wang et al. (2017), demonstraram que o microbiota intestinal pode ter uma
influéncia importante no desenvolvimento entre os pacientes com DM2 e saudaveis

tolerantes a glicose. Os resultados lancaram uma nova luz sobre uma possivel
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associagéo entre a microbiota intestinal e a prevaléncia de diabetes. Esses dados podem
ser utilizados para potenciais biomarcadores na associagdo das duas doengas.

Tonucci et al. (2017), avaliaram, em um primeiro ensaio clinico controlado
randomizado o efeito da aplicacdo clinica de probidticos no DM2, este ensaio sugere
que o consumo de probio6ticos melhora o controle glicémico em individuos com DM2,
entretanto, a ingestdo de leite de cabra fermentado parece estar envolvida com
alteracOes nas citocinas inflamatorias (TNF-a e resistina) € nas concentragdes de acido
acético. Os probidticos, como alimentos funcionais, oferecem grande potencial para
melhorar a salde e / ou ajudar a prevenir certas doencas quando tomados como parte de
uma dieta balanceada e estilo de vida saudavel.

Pesquisadores sugerem que a endotoxina derivada do intestino pode estar
crucialmente envolvida na inflamagéo cronica observada no DM2. Cani et al. (2009),
em seu estudo mostrando que uma dieta rica contribuiu para o desenvolvimento de
obesidade e disturbios metabolicos e pode estar associado ao sistema imunoldgico inato.
Assim, uma alimentagdo com dieta rica em gordura desencadeia o0 desenvolvimento de
obesidade, inflamac&o, resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e aterosclerose por
mecanismos dependentes da activacdo de LPS e/ou &cidos gordos do complexo receptor
CD14/TLR4 LPS da microbiota intestinal. O aumento da permeabilidade intestinal é
resultado da reducdo da expressdao de proteinas da juncdo estreita, eventualmente
favorecendo a translocacdo do lipopolissacarideo bacteriano (LPS), que pode resultar
em endotoxemia metabolica e resisténcia a insulina.

Chen et al. (2017), relatam que os micrdbios intestinais desempenham um papel
critico na saude e nas doengas humanas, e 0s pesquisadores comegam a caracterizar seus
genomas, o chamado metagenoma intestinal. Esses resultados sugerem que diferentes
cepas de Bacteroides coprocola podem ter papéis diferentes no intestino humano e um
conjunto especifico de cepas de B. coprocola estdo correlacionadas com DM2. Embora
a variacdo gendmica de microbiomas seja bem documentada por esses estudos, a
associacdo de achados metagendmicos em nivel de cepa com doengas humanas tem sido
limitada.

Até 0 momento, os estudos de metagenémica focaram na composicdo em nivel
de género ou espécie e conjuntos de genes microbianos. O sequenciamento de Ultima
geracdo e as tecnologias de bioinformética fornecem acesso as informag6es genéticas de

todo o microbiota e, assim, permitem a investigacdo sistemética de sua composicao e
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genética funcional. Pedersen et al. (2016), identificaram em modelos animais, que 0s
prebidticos induzem mudancas favoréveis na microbiota intestinal, na permeabilidade
intestinal e na endotoxemia, que estdo ligadas & melhora simultanea na tolerancia a
glicose e bactérias intestinal no DM2 e concluiram que a suplementacdo de fibra
prebidtico ndo teve efeitos significativos sobre os resultados clinicos ou aumento
bacteriano no controle da glicose. Isso agora estd de acordo com outro trabalho que
mostra a falta de eficacia das fibras alimentares no tratamento do DM2 em contraste
com seu papel benéfico na prevencdo do DM2 (Bodinham et al., 2014).

Candela et al. (2016), estudaram a modulacdo das disbioses da microbiota
intestinal em pacientes diabéticos tipo 2 pela dieta macrobi6tica MaPi 2 e concluiram
que a dieta Ma-Pi 2 promoveu potencial reducdo e controle metabdlico e um estado
nutricional equilibrado de pacientes com DM2, favorecendo assim, o aumento das
fungdes da microbiota intestinal envolvidas na biossintese de acidos graxos insaturados
e aminoacidos essenciais, neutralizando o florescimento continuo de patdgenos pro-
inflamatorio em DM2. De fato, os componentes da microbiota intestinal podem modular
diferentes fatores que contribuem para o fenotipo metabolico do hospedeiro. A
possibilidade de melhorar o controle metabdlico em DM2 pelo desenvolvimento de
dietas seletivas que s@o capazes de corrigir as disbioses da microbiota intestinal tem
sido considerada por pesquisadores.

Sato et al. (2014), demonstraram disbiose intestinal e possivel translocacao
bacteriana no sangue em pacientes com DM2. Os achados mostraram que o nivel de
acidos organicos totais fecais se correlacionou intimamente com a ingestdo de
carboidratos e negativamente com a ingestdo de gordura total e de acidos graxos
saturados. Além disso, os niveis plasmaticos de Proteina plasmatica de ligacdo de
lipopolissacarideos (LBP) foram significativamente mais elevados em pacientes DM2.
Considerando esses papéis dos &cidos organicos totais fecais, mais estudos sdo
necessarios para determinar a importancia da translocacdo de bactérias Gram-positivas
na inflamacdo sistémica identificada em pacientes com esse tipo de diabetes.

Qin et al. (2012), acreditam que o risco de desenvolver DM2 também pode
envolver fatores de outro genoma, ou seja, microbiota intestinal, também denominada
metagenoma intestinal. Essa teoria implica que os marcadores metagendémicos do
intestino sdo capazes de diferenciar os casos do DM2, através de um quadro geral em

que bactérias produtoras de butirato por terem um papel protetor contra varios tipos de
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doencas. Os resultados indicaram que os pacientes com DM2 apresentavam apenas
disbiose bacteriana intestinal de grau moderado; no entanto, as analises de anotacdo
funcional indicaram um declinio nas bactérias produtoras de butirato, que podem ser
metabolicamente benéficas, e um aumento em varios patdgenos oportunistas. Wu et al.
(2010), investigaram a caracterizacdo da microbiota intestinal em pacientes com DM2,
por meio de analises moleculares indicando que altos niveis de variacao interindividual
de comunidades de bactérias intestinais sdo observados sem associa¢do entre
diversidade microbiana e diabetes. Estudo realizado com 11 criangas em seu primeiro
ano de vida, para a analise do estabelecimento e diversidade da microbiota intestinal, foi
observado uma associacdo clara entre a composi¢do da microbiota fecal e o diabetes
emergiu durante a analise realizada por Eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(DGGE), (Carvalho et al., 2012).

A influéncia fisioldgica da composicdo e diversidade da microbiota intestinal
humana no hospedeiro humano requer mais investigacao para aumentar a compreensao
de seu papel funcional em estados normais e desordenados. Além disso, nosso achado
de uma disbiose geral em pacientes com DM2 levanta a possibilidade de que haja uma
'disbiose funcional’, em vez de haver uma espécie microbiana especifica que tem uma
associacgdo direta com a fisiopatologia de DM2 (Sedighi et al., 2017). Uma estratégia é
modificar geneticamente os microbios ou usa-los em combinag¢do com outros microbios,
como um organismo geneticamente modificado, ou como uma comunidade definida que
ndo é encontrada na natureza (ndo é um produto natural).

Os metabolitos gerados pela microbiota e seus componentes celulares e
moleculares estdo cada vez mais sendo reconhecidos como uma parte essencial da
fisiologia humana, com efeitos profundos na funcdo e disfuncdo imunologica. Os
metabolitos microbianos sdo gerados por meio de interagdes microorganismo-
microorganismo e hospedeiro-microorganismo, e ha uma crescente valorizacao do papel
desse co-metabolismo na satde e doenca humana (Rooks; Garrett, 2016; Cohen et al.,
2019). As terapias baseadas em micrdébios estdo se tornando mais diversificadas e
eficazes a medida que aumenta nossa compreensdo das interacdes entre o microbioma e
as células humanas. Comecamos a entender melhor os efeitos dos fatores genéticos e
ambientais sobre 0 microbioma e seus produtos ou efetores.

As estratégias de formulacdo podem ser refinadas para enfrentar o desafio

primario da diversidade na flora intestinal entre os individuos e para o tratamento de
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doencas especificas. Pesquisadores investigando a associacdo do genoma do
microbioma revelam que variantes em muitos genes humanos envolvidos na imunidade
e na arquitetura intestinal estdo associadas a uma composicdo alterada do microbioma
intestinal. Embora muitos fatores possam afetar 0os organismos microbianos que residem
no intestino, varias descobertas recentes apoiam a hipoOtese de que certas variantes
genéticas do hospedeiro predispdem um individuo a disbiose do microbioma (Goodrich
etal., 2014).

Um método padrdo, mais atual para determinacdo da composi¢do do microbioma
intestinal é realizado pelo isolamento do DNA total das amostras, amplificacdo por PCR
de regides dentro dos genes 16S / 18S rRNA universalmente conservados, seguido pelo
sequenciamento de alto rendimento desses amplicons. Triagem genética de metabolitos
do microbioma intestinal pode facilitar a identificacdo de metabolitos bioativos que sdo
importantes para a fisiologia do hospedeiro ou estdo implicados em doencas
imunomediadas. Coletivamente, o desenvolvimento dessas terapias baseadas em
microbioma requer uma compreensdo aprimorada das interacbes complexas e
intrincadas entre 0 microbioma e a imunidade (Sartor, 2008).

As descobertas atuais sugerem que a microbiota intestinal em disturbios pode ser
alterada por medicamentos, dietas e outras medidas de intervencdo, o que levaria a
efeitos benéficos sobre os distarbios. Os recursos atuais se concentram principalmente
na restauracdo e gerenciamento de genomas microbianos e, portanto, na realizacdo de
analises comparativas, para fornecer genomas padrdo-ouro, 0 banco de dados de

genomas microbianos.

CONCLUSAO

Conclui-se que a genética do hospedeiro e o microbioma intestinal podem
influenciar os fenotipos metabolitos. As interacBes anormais entre 0 microbioma e 0
sistema imunolégico do hospedeiro em individuos geneticamente suscetiveis podem
contribuir para o desenvolvimento de doencas imunomediadas complexas. Os estudos
utilizando modelos experimentais em seres humanos mostraram que uma alteracao da
microbiota intestinal utilizando os prebidticos e/ou probidticos pode contribuir no
controle e desenvolvimento de doencas metabolicas associadas a obesidade. Amostras
amplificadas por PCR da regido 16S rRNA emergem como método alvo terapéutico

eficaz e possivel marcador preditivo como resultado de longo prazo em conjunto com
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disbiose da microbiota intestinal. Contudo, ainda sdo necessarios mais estudos para o
descobrimento de mais estratégias especificas para modificar a microbiota intestinal

para impactar na prevencao e desenvolvimento de doengas metabdlicas.
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